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Menetelma hiivojen kasvun estamiseksf 
Keksinnon ala 

Keksinto liittyy hiivojen kasvun estamiseen. Erityisesti kuvataan 
5 tuotteita ja menetelmia hiivojen kasvun estamiseksi ja hiivojen aiheuttamien 
tautien ennaltaehkaisemiseksi ja hoitamiseksi. 

Keksinnon tausta 

Ihmisen ympSristossa ja elimistossa on jatkuvasti hiivoja. Terveella- 

10 kin ihmisella kasvaa limakalvoilla ja koko ruoansulatuskanavan alueella Candi- 
da albicans-h\\va (Shay K, Taihlar MR, Renner RP. Oropharyngeal candidosis 
in the older people. J Am Geriatr Soc 1 997;45:863-870). Myos suuontelo ja 
hampaiden valikudokset ovat hyva kasvualusta lukuisille mikrobilajeille, ja nais- 
ta loytyykin mm. Candida albicans -lajia ja pienemmissa maSrin C. glabrata-ja 

15 C. tropicalis -hiivoja. Normaalisti hiivasolut ovat passiivisessa tilassa, eika.nii- 
den kasvusta ole terveille ihmisiile haittaa. Epasuotuisissa olosuhteissa hiivat, 
kuten C. albicans, alkavat muodostaa sienirihmoja ja tunkeutua rihmanmuo- 
dostuksen kautta syvemmalie limakalvoihin. Nain syntyy paikallinen hiivainfek- 
tio, suussa esim. suusammas, suutulehdus tai kielitulehdus. 

20 Hiivalnfektioiden synnyn edellytyksena on yleensa vastustuskyvyn 

heikkeneminen, johon voi olla syyna tiettyjen laakkeiden, kuten laajakirjoisten 
antibioottien, kortikosteroidien tai sytostaattien kaytto, diabetes, pahanlaatuiset 
kasvaimet ja immuunihSiriot. Suun mikro-organismit leviavat helposti veren- 
kierron valityksella muualle elimistoon, josta saattaa olla vakaviakin seurauk- 

25 sia, kuten verenmyrkytys, sydSmen sisakalvon ja aivokalvon tulehdus, etenkin 
henkiloille, joiden yleinen terveydentila on heikentynyt (Shay ym.1 997). 

Ihmisella yleisin ja tarkein hiivainfektion aiheuttaja on Candida albi- 
cans (Makela ym.1988. LaSketieteellinen mikrobiologia 5. uusittu painos s. 
270-271. Kustannus Oy Duodecim 1988). Terveen ihmisen ruoansulatuskana- 

30 vasta C. albicans loytyy aika usein, suusta 30 - 50 prosentilta, terveelta iholta 
ja virtsateista n. 1 prosentilta ihmisilta. Myos muita Cand/c/a-sukuun kuuluvia 
lajeja voldaan satunnaisesti loytaa. Tarkeimpia niista ovat C. tropicalis, C. 
pseudotropicalis, C. parapsilosls, C. kruseija C. guilliermondii, jotka ovat ihmi- 
sen opportunistisia patogeeneja, kuten C. albicans (Makela ym. 1988). 
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Ikaantyvilia tyypillisesti esiintyvat lukuisat sairaudet ja niihin kaytetyt 
laakkeet saattavat heikentaa immuniteettia ja samalla hammasterveytta (Paju- 
koski H, Meurman JH, Snellman-Grohn S, Sulkava R. Oral health in hospitali- 
zed and nonhospitalized community-dwelling elderly patients. Oral Surg Oral 

5 Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 1999:88:437-443). Myos huono suuhy- 
gienia altistaa vanhukset hiivainfektioille (Budtz-Jorgensen E, Mojon P, Banon- 
Clement JM ( Baehni P. Oral candidosis in long-term hospital care: comparison 
of edentulous and dentate subjects. Oral Dis 1996;2:285-290). Ikaantyminen 
sinansa lisSa hiivan esiintyvyytta ja mSaraa, mika viittaa siihen, etta elimiston 

10 hiivan kasvua estava vaikutus heikkenee ian myota (Lockhart SR, Joly S, Var- 
gas K, Swails-Wenger J, Enger L, Soil DR. Natural defenses against Candida 
colonization breakdown in the oral cavities of the elderly. J Dent Res 
1999;78:857-868). 

Helsinkilaisvanhuksista suun hiivan kasvua on loydetty 75 %:lla ja 

15 korkeita pitoisuuksia 33 %:lla (Narhi TO, Ainamo A, Meurman JH. Salivary 
yeasts, saliva, and oral mucosa in the elderly. J Dent Res 1993 ;72:1009- 
1014). CanGf/cfa-hiivainfektio on loytynyt puolestaan 60 %:lta hiivan kantajista 
(Wilkieson C, Samaranayake LP, MacFarlane TW, Lamey PJ ym. Oral candi- 
dosis in the elderly in long term hospital care. J Oral Pathol Med 1991;20:13- 

20 16). Candida albicans -lajin jalkeen seuraavaksi yleisimmat hiivat ovat C. glab- 
rata (29 %), C. tropicalis (13 %), Saccharomyces cerevisiae (11 %) ja C. pa- 
rapsilosis (9 %) (Lockhart ym. 1 999). 

Eras tarkea hiivan kasvua suussa lisaava tekija on syljen erityksen 
vaheneminen (Narhi ym. 1993). Ikaantymisen vaikutuksia selvittaneessa viisi- 

25 vuotisseurannassa havaittiin, etta stimuloitu kokosyljen eritys vahenee, mutta 
puskurikapasiteetti nousee ikaantyessa (Narhi TO, Kurki N, Ainamo A. Saliva, 
salivary micro-organisms, and oral health in the home-dwelling old elderly - a- 
five- year longitudinal study. J Dent Res 1999;78:1640-1646). Erityisesti run- 
sas laakkeiden kaytto ja endokrinologiset sairaudet vahentavat syljen eritysta 

30 (Pajukoski H, Meurman JH, Snellman-Grohn S, Keinanen S, Sulkava R. Sali- 
vary flow and composition in elderly patients referred to an acute care geriatric 
ward. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 1997;84:265-71 ). Hii- 
van pitoisuudet olivat selkeasti korkeammat niilla, joiden syljen eritysnopeus ja 
puskurikapasiteetti olivat alentuneet (Narhi ym. 1993). Syljen eritysnopeus 

35 submalaisvanhuksilla vaihtelee vaiilia 0,6 - 1,0 ml/mm (Pajukoski ym. 1997) ja 



alentunutta eritysta (< 0,7 ml/mm) havaitaan perati 55 %:lla ja alhainen pusku- 
rikapasiteetti 34 %:lla vanhuksista (Pajukoski ym. 1997). 

Kandidoosia hoidetaan perinteisesti hiivalaakkeilla, kuten nystatiinil- 
la, vaikeampia tapauksia flukonatsolilla tai itrakonatsolilla (Shay ym. 1997). 

5 My5s suun hygienian tehostamisella on voitu vahentaa pitkaaikaishoidossa 
olevien vanhusten suun limakalvojen kolonisoitumista Candidalla (Budtz- 
Jorgensen E, Mojon P. Rentsch A, Deslauriers N. Effects of an oral health pro- 
gram on the occurrence of oral candidosis in a long-term care facility. Commu- 
nity Dent Oral Epidemiol 2000;28:141-149). Myos klooriheksidiinia ja ksylitolia 

10 sisaltavalla purukumilla voitiin hiivan maaraa vahentaa 22 % (Simons D, Kidd 
EAM, Beighton D, Jones B. The effect of chlorhexidine/xylitol chewing-gum on 
cariogenic salivary microflora: A clinical trial in elderly patients. Caries Res 
1997;31:91-96). 

Tietyt ryhmat, kuten esimerkiksi pitkaaikaissairaat ja vanhukset, 

15 ovat myos alttiita yleisinfektioille heikentyneen vastustuskyvyn, aliravitsemuk- 
sen ja kroonisten sairauksien takia. My6s suuhygienialla ja suun mikrobistolla 
on havaittu yhteys vanhusten alahengitysteiden infektioihin, kuten keuhko- 
kuumeeseen ja keuhkoputken tulehdukseen (ks. Scannapieco FA. Role of oral 
bacteria in respiratory infection. J Periodontol 1999;70:793-802). Infektio ole- 

20 tettavasti syntyy, kun suun patogeenisia mikrobeja joutuu aspiraation kautta 
hengitysteihin. Pitkaaikaishoitopotilailla yleisimmin esiintyvia infektioita ovat 
ylempien ja aiempien hengitysteiden infektiot (70%), virtsatieinfektiot (12%), 
gastroenteriitit ja ripuli (12 %) seka iho- ja pehmytkudostulehdukset (6 %) (Orr 
PH, Nicolle LE, Duckworth H. Brunka J, Kennedy J, Murray D etal. Febrile uri- 

25 nary infection in the institutionalized elderly. Am J Med 1996; 100:71-77). Hy- 
gieniainterventiolla on pystytty vahentamaan pitkaaikaissairaanhoidossa olevi- 
en vanhusten ylahengitysteiden infektioita 16 % (Makris AT, Morgan L, Gaber 
DJ, Richter A, Rubino JR. Effect of a comprehensive infection control program 
on the incidence of infections in long-term care facilities. Am J Infect Control 

30 2000;28:3-7). 

Hiivan toinen paaasiallinen esiintyvyysalue on genitaalialue; var- 
sinkin naisilla hiivainfektiot ovat tavallisia. Vaginiitti eli ematintulehdus on 
yleisin gynekologinen oire ja yksi tavallisimmista oireista, joiden takia potilas 
hakeutuu laakarin vastaanotolle (Makela ym. 1988). Vaginiitin tavallisin 

35 aiheuttaja on bakteeri, toiseksi yleisin aiheuttaja on hiivasieni. Useimmin 



tavataan joko C. albicans - tai C. glabrata -lajia. Candida albicans -hiiva kuuluu 
emattimen normaaliflooraan, mutta ei tavallisesti aiheuta tulehdusta. 
Normaalisti emattimen bakteerifloora rajoittaa hiivan kasvua, mutta tietyissa 
oloissa hiivan kasvu riistaytyy haliinnasta. Hiivatulehduksen riskitekijat ovat 
5 antibioottien kayttS (erityisesti laajaspektriset antibiootit), raskaus, sokeritauti, 
immuunivajausta aiheuttavat sairaudet ja kortikosteroidien kaytto. Hiivasieni 
todetaan 10-20 % gynekologisen poliklinikan potilaista, mutta vain osaila 
hiivasieni aiheuttaa kliinisen vulvovaginiitin. Emaksinen pH suosii hiivan 
* kasvua. Hiivan virulenssikyky riippuu hiivan pitoisuudesta, itiorihmojen 

16 muodostuskyvysta (invasiivisuus), steroidireseptoreista ja kyvysta muodostaa 
esim. proteaaseja. Tutkimuksissa on havaittu sienirihmojen pystyvSn tun- 
keutumaan emattimen epiteeliin (Makela ym. 1988). 

Maitohappobakteereita on kSytetty vaihtelevin tuloksin ematintuleh- 
dusten ehkaisyyn. Jogurtin nauttiminen 6 kk vahensi Candidan kolonisaatiota 

15 seka emStintulehdusten lukumaaraa (Hilton ym. 1992. Ingestion of yoghurt 
containing Lactobacillus acidophilus as prophylaxis for Candidal vaginitis. Ann 
Intern Med 1992;116:353-357). Sen sijaan Shalevin tyoryhman (1996) tutki- 
muksessa Lactobacillus acidophilus -jogurtti v§hensi bakteerien aiheuttamia 
ematintulehduksia, mutta ei Cand/ofe-hiivan aiheuttamia verrattuna pastoroi- 

20 tuun jogurttiin (Shalev ym. 1996. Ingestion of yoghurt containing Lactobacillus 
acidophilus compared with pasteurized yoghurt as prophylaxis for recurrent 

o o 

o ° o o Candidal vaginitis and bacterial vaginosis. Arch Fam Med 1996;5.593-596; 

° ill Sieber R, Dietz U-T. Lactobacillus acidophilus and yogurt in the prevention and 

V * therapy of bacterial vaginosis. Int Dairy J 1998; 8:599-607; ks. myos Redondo- 

* 25 Lopez ym. 1990. Emerging role of lactobacilli in the control and maintenance of 

t\ the vaginal bacterial microflora. Rev Infect Dis 1 990;12:856-872). 

: ° * Hiivasieni aiheuttaa myos virtsatiehyetulehdusta (uretriitti). 

Ruoansulatuskanavasssa esiintyy useiden tutkimusten mukaan C. 
albicansia 20-40 % ihmisista (Lennette ym. 1985. Manual of clinical microbi- 
30 ology, 4. painos. American Society for Microbiology, Washington D.C, 1985). 
Ruoansulatuskanavassa hiivan ylikasvu ilmenee yleensa ripulina. 
V° HiivaoireyhtymastS eli hiivasyndroomasta puhuttaessa tarkoitetaan 

yleensa maha-suolikanavassa lisaSntynytta Candida albicans -hiivakasvua, 
oo ] ° jonka ajatellaan estfivan immuunijarjestelman toimintaa ja aiheuttavan erilaisia 

35 oireyhtymia. Hiivan liikakasvuun on liitetty joukko systeemioireita, kuten kes- 
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kushermosto-oireita, kiputiloja, vasymysta ja suolisto-oireita. Oletetaan, etta oi- 
reet johtuvat hiivojen erittamista toksiineista. Tieteeliista nSyttoS oireiden ja hii- 
van valisesta yhteydesta ei kuitenkaan ole. Hiivasyndroomaa hoidetaan niuk- 
kahiilihydraattisella, hiivattomalla ruokavaliolla, jossa lisaksi saatetaan suosia 
5 happamia ja/tai runsaasti kuitua sisaltavia ruoka-aineita. Hapatetut moat ja eri- 
tyisesti hapanmaitovalmisteet kuuluvat tarkeana osana ruokavaliohoitoon. Mai- 
tohappobakteereja kSytetSankin usein tasapainottamaan hairiintynytta suolis- 
toflooraa. 

Hiiva aiheuttaa siis monenlaisia sairauksia, seka valittomasti etta 

10 valillisesti. Siten on jatkuva tarve loytaa uusia keinoja hiivan kasvun ja toi- 
minnan estamiseen, hiivan aiheuttamien tautien ennaltaehkaisyyn ja hoita- 
miseen seka hiivan aiheuttaminen oireiden lievittamiseen. 

LSakehoidon vaihtoehdoksi tai sen iisaksi on nykyaan pyritty hyo- 
dyntamaan muitakin tapoja hoitaa terveytta. Eras uusimpia keinoja on terveys- 

15 vaikutteisten ravintoaineiden tai luontaistuotteiden kSyttaminen, mika onkin ku- 
luttajien keskuudessa tervetullut vaihtoehto. Sellaiset terveysvaikutteiset tuot- 
teet, joilla on hiivojen kasvua ja toimintaa estavia vaikutuksia, olisivat siten erit- 
tain tervetullut lisa kaupan valikoimiin. Edullisesti tuotteiden tulisi olla kuluttajille 
miellyttavia ja tutunomaisia ja siten helppo kayttSa esimerkiksi osana normaa- 

20 lia ruokavaliota. 

Probioottien vaikutusta antimikrobisina aineina on kuvattu alan kir- 
jallisuudessa. Maitohappobakteereilla on kyky tuottaa antimikrobisia yhdisteita, 
orgaanisia happoja, maitohappoa, rasvahappoja, vetyperoksidia, diasetyylia, 
hiilidioksidia seka bakteriosiineja ja siten ehkaista patogeenisten mikrobien 

25 kasvua (McGroarty JA. Probiotic use of lactobacilli in the human female uro- 
genital tract. FEMS Immunol Med Microbiol 1993;6:251-264). Eraat Lactobacil- 
lus acidophilus -kannat estivat Candidan kasvua in vitro tuottamalla vetyperok- 
sidia (Jack M, Wood JB, Berry DR. Evidence for the involvement of thiocy- 
anate in the inhibition of Candida albicans by Lactobacillus acidophilus. Micro- 

30 bios 1990;62:37-46; Fitzsimmons N, Berry DR. Inhibition of Candida albicans 
by Lactobacillus acidophilus: evidence for the involvement of a peroxidase sys- 
tem. Microbios 1994;80:125-133). Myos Lactobacillus rhamnosus LGG:n, 
ATCC 53103, on havaittu tuottavan antimikrobista yhdistetta, mahdQllisesti ly- 
hytketjuista rasvahappoa, joka estaa mm. Escherichia colin, Pseudomonak- 

35 sen, Salmonellan, Streptococcuksen, Bacilluksen, Clostridiumin ja Bifidobacte- 
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riumin kasvua in vitro -olosuhteissa (Silva M, Jacobus NV, Deneke C, Gorbach 
SL Antimicrobial substance from a human Lactobacillus strain. Antimicrobial 
Agents Chemother 1 987;31 : 1 231 -1 233). 

Maitohappobakteerit saattavat my6s estaa muiden mikrobien adhe- 
5 soitumista epiteelisoluihin. Mm. er§at Lactobacillus acidophilus ja L. casei 
-kannat estivSt C. albicansin adheesiota 22-46 % uroepiteelisoluihin in vitro 
-olosuhteissa (Reid G, Tieszer C, Lam D. Influence of lactobacilli on the ad- 
hesion of Staphylococcus aureus and Candida albicans to fibers and epithelial 
> cells. J Indust Microbiol 1995;15:248-253). Elainkokeissa Lactobacillus rham- 

10 nosus LGG:n on todettu vahentavSn C. albicansin maaraa hiirten ruoansula- 
tuskanavassa seka suun alueen kandidoosia stimuloimalla soluvalitteista im- 
muunivastetta C. albicansin vasta-aineille. (Wagner RD f Pierson C, Warner T, 
Dohnalek M, Farmer J, Roberts L et al. Biotherapeutic effects of probiotic bac- 
teria on candidiasis in immunodeficient mice. Infect Immun 1997;65:4165- 
15 4172; Wagner RD, Pierson C, Warner T, Dohnaiek M, Hiity M, Balish E. Probi- 
otic effects of feeding heat-killed Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus 
casei to Candida albicans -colonized immunodeficient mice. J Food Protect 
2000;63 :638-644). 

Lactobacillus LC 705:n ja Propionibacterium freudenreichii ssp. 
20 shermanii PJS:n on yhdessa havaittu estavan hiivojen kasvua jogurtissa ja 
o o q o maitorahkassa (Suomalainen T, Mayra-Makinen A. Propionic acid bacteria as 

0 °°^ protective cultures in fermented milks and breads, Lait 1999;79:165-174). 

Maitohappobakteerit ja niiden solurakenteet voivat aktivoida elimis- 
s . s * t6n puolustuskykyS lisaamalla makrofagien ja luonnollisten tappajasolujen ak- 

0 s° 0 25 tiivisuutta, T- ja B-solujen maSraa seka vasta-aineiden pitoisuutta (Perdigon G, 

f* o Alvarez S, Rachid M, AgOero G t Gobbato N. Symposium: Probiotic bacteria for 

• ' humans: Clinical systems for evalution of effectiveness. Immune system stimu- 

lation by probiotics. J Dairy Sci I995;78:1 597-1 606). 

Myos Lactobacillus rhamnosus LGG:n on havaittu vahvistavan suo- 
30 liston normaalia puolustuskykya haitallisia bakteereita, viruksia ja hiivoja vas- 
taan (Kaila M, Isolaurl E, Soppi E ym. Enchancement of the circulating anti- 
s]% body secreting cell response in human diarrhea by a human Lactobacillus 

f strain. Pediatr Res 1992;32:141-144; Wagner ym. 1997). Elainkokeissa Lacto- 

bacillus GG on myos lisSnnyt syljen sekretorisen lgA:n pitoisuutta (Negretti F, 
35 Casetla P, Clerici-Bagozzi D, Marini A. Researches on the intestinal and sys- 

ooo* 



temic immunoresponses after oral treatments with Lactobacillus GG in rabbit. 
Phisiopath Clin 1997;7:15-21). Limakalvojen sekretorisen lgA:n tiedetaan suo- 
jaavan hengitysteita, ruoansulatuskanavaa ja urogenitaalielimia infektioilta 
(Nagura H. Mucosal defence mechanism and secretory IgA system. Bifidobac- 

5 teria Microflora 1990;9: 17-25). Taten maitohappobakteerit saattavat vahentaa 
myos hengitystie- ja ruoansuiatuskanavan infektioita, mista onkin saatu viitteita 
paivakotilapsilla tehdyssS tutkimuksessa (Hatakka K, Savilahti F, Ponka A, 
Meurman JH, Poussa T f N§se L, Saxelin M, Korpela R. The effect of long-term 
consumption of a probiotic milk on the infections of children attending day care 

10 centres: a double-blind randomised trail. Submitted to BMJ in May, 2000). 

Keksinnon lyhyt kuvaus 

Esilla olevan keksinnon tavoitteena on aikaansaada keino, jonka 
avulla hiivan kasvua ja toimintaa ihmisessa ja elaimissa voidaan estaa tai v§- 

15 hentaa. Tavoite saavutetaan keksinnon mukaisella tuotteella, kaytolia ja mene- 
telmalla, joille on tunnusomaista se, mita sanotaan itsenaisissa patenttivaati- 
muksissa. Keksinnon edulliset suoritusmuodot ovat epaitsenaisten patenttivaa- 
timusten kohteena. 

Esilla oleva keksinto perustuu tiettyjen probioottien kayttoon hiivan 

20 kasvun ja toiminnan estamiseksi, hiivan aiheuttamien tautien ennaltaehkaisemi- 
seksi ja hoitamiseksi seka hiivan aiheuttamien oireiden lievittamiseksi ihmisessa 
ja elaimissa. 

Keksinto koskee siten mikrobien Lactobacillus rhamnosus LGG, 
ATCC 53103, Lactobacillus rhamnosus LC705, DSM 7061, ja Propionibacterium 
25 freudenreichii ssp. shermanii PJS, DSM 7067, kayttoa hiivan. estoon ihmisilla ja 
elaimilla. 

Keksinnon tarkoitusta varten bakteereja voidaan nauttia erikseen tai 
yhdistelmana. Ntita voidaan nauttia sellaisenaan, esimerkiksi lyofilisoidun val- 
misteen muodossa, tai kayttaa syotavaksi tarkoitettujen tuotteiden, kuten mai- 
30 totuotteiden tai juornien, lisana tai ainesosana. Yhdistelman muodostamiseksi 
voidaan kayttaa bakteerien sekaviljelmaa tai jokaisen puhdasviljelmaa. Yhdis- 
telmasta voidaan myQs valmistaa yksikkSannosmuoto, kuten kapseli. Kapseli 
voi sisaitaa kaikkia edelia mainittuja bakteereita, edullisesti lyofilisoituina viljel- 
mina, tai sarjaan voi kuulua kolme kapselia, yksi kutakin bakteeria varten. 
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Keksinto koskee siten myOs bakteerien Lactobacillus rhamnosus 
LGG, ATCC 53103, Lactobacillus casei ssp. rhamnosus LC705, DSM 7061, ja 
Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii PJS, DSM 7067, kayttoa valmis- 
tettaessa hiivan estoon tarkoitettua tuotetta. 
5 Tuote voi olla esimerkiksi elintarviketeollisuuden tai laaketeollisuu- 

den tuote, terveysvaikutteinen tuote tai luontaistuote. Edullisina tuotteina esite- 
taan terveysvaikutteisia meijeriteollisuuden tuotteita, kuten juustoa, johon mik- 
robit on lisatty tuotteen valmistuksen yhteydess§. Mikrobit voivat toimia myos 
hapatteena ja juuston tai muun tuotteen rakenteen muokkaajina. Toisena edul- 
10 lisena tuoteryhmana esitetaan farmaseuttiset vaimisteet, etenkin tabletit ja 
kapselit, jotka edella mainittujen mikro-organismien lisSksi sisaltavSt tallaisissa 
tuotteissa tavanomaisia apu- ja lisaaineita, seka mahdollisesti myos muita ak- 
tiivi-aineita, Erityisen edullisina tuotteina esitetaan suun kautta otettavat vai- 
misteet, kuten tabletit ja kapselit, jotka LGG:n, LC705:n ja PJS:n lisaksi sisSI- 
15 tavat ksylitolia. KeksinnSn mukaisesti kaytettSvien mikrobien lisaksi tuotteet 
voivat sisaltaa myos muita mikrobeja. 

Tassa esitetyt bakteerit, yhdistelmSt ja muut tuotteet vaikuttavat ih- 
misen elimistossa olevan hiivan kasvuun ja toimintaan, ja ennaltaehkaisevat 
hiivatartuntoja. Ne ovat siten kayttokelpoisia hiivan aiheuttaminen vaivojen ja 
20 tautien ennalta ehkaisyyn ja hoitoon, oireiden lievittamiseen seka yleisen ter- 
veydentilan parantamiseen. 

Keksinto koskee myos menetelmaS hiivojen kasvun estSmiseksi ja 
hiivojen aiheuttamien tautien ennaltaehkaisemiseksi tai hoitamiseksi tai oirei- 
den lievittfimiseksi elSimessS tai ihmisessS, joka menetelma kSsittaa mikrobien 
25 Lactobacillus rhamnosus LGG, ATCC 53103, Lactobacillus casei ssp. rham- 
nosus LC705, DSM 7061, ja Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii 
PJS, DSM 7067, antamisen niita tarvitsevalle yksilolle riittava mS§ra halutun vai- 
kutuksen aikaansaamisekst. 

30 Keksinnoh yksityiskohtainen kuvaus 

Esilla oleva keksinto perustuu siis tiettyjen probioottien kaytt66n hii- 
vojen kasvun ja toiminnan estamiseen ihmisen tai eiaimen elimistSssS. 

Probiootit ovat elavia mikrobeja, jotka ihmiselle tai elaimelle annettui- 
na edistavSt isannan terveytta parantamalla suoliston mikrobitasapainoa, taman 
35 kautta tai lisaksi probiooteilla voi olia paljon muitakin hyodyllisia ominasuuksia. 
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TSrkeimmat probiootit ovat maitohappobakteerit, propionihappobakteerit ja bifi- 
dobakteerit. Niita esiintyy luonnostaan ihmisen ja elainten elimistossS. Lakto- 
basillit kuuluvat tSrkeana osana ihmisen elimistQn normaalia bakteeriflooraa 
(Redondo-Lopez V, Cook RL, Sobel JD. Emerging role of lactobacilli in the 

5 control and maintenance of the vaginal bacterial microflora. Rev Infect Dis 
1990;12:856-872). Propionihappobakteereja loylyy puolestaan iholta ja ruoan- 
suiatuskanavasta (MacFarlane GT, Allison C, Gibson SAW, Cummings JH. 
Contribution of the microflora to proteolysis in the human large intestine. JAppI 
Bacteriol 1988;64:37-46). Turvallisuutensa ja terveysvaikutteisuutensa takia 

10 probiootteja kaytetaan paljon myos elintarvikkeissa. 

KeksinnSn mukaisesti kaytettavSt kannat Lactobacillus rhamnosus 
LGG, ATCC 53103, Lactobacillus casei ssp. rhamnosus LC705, DSM 7061 ja 
Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii PJS, DSM 7067, on kuvattu tek- 
niikan tasossa. 

15 Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) on kuvattu mm. US-patentissa 

5,032,399, Gorbach & Goldin. Kanta on eristetty ihmisen ulosteesta, se pystyy 
kasvamaan hyvin pH:ssa 3 ja kestaa elavana alhaisemmissakin pH-arvoissa 
seka korkeissa sappihappopitoisuuksissa. Kannan adhesiivisyys on erinomainen 
seka mukus- etta epiteelisoluihin. Maitohapon tuotto glukoosista on hyva, MRS- 

20 liemessa kasvatettuna kanta tuottaa maitohappoa 1,5-2 %. Kanta ei fermentoi 
laktoosia. Kanta kayttaa seuraavia hiilihydraatteja: D-arabinoosi, riboosi, galak- 
toosi, D-glukoosi, D-fruktoosi, D-mannoosi, ramnoosi, dulsitoli, inositol!, mannitoli, 
sorbitoli, N-asetyyliglukoosiamiini, amygdaliini, arbutiini, eskuliini, salisiini, sellu- 
bioosi, maltoosi, sakkaroosi (hitaasti), trehaloosi, melitsitoosi, gentibioosi, D-taga- 

25 toosi, L-fukoosi, ja glukonaatti. Kanta kasvaa hyvin +15 °C - 45 °C ISmpOtiioissa, 
optimin ollessa 30 - 37 °C. Lactobacillus rhamnosus GG on talletettu talletus- 
laitokseen the American Type Culture Collection talletusnumerolla ATCC 53103. 

Lactobacillus rhamnosus GG on ihmiselle luonnollinen bakteeri- 
kahta, jonka probioottisia vaikutuksia on tutkittu erittain paljon (Saxelin M. 

30 Lactobacillus GG - a human probiotic strain with thorough clinical docu- 
mentation. Food Rev Int 1997;13:293-313). Se pysyy elinkykyisena ruoan- 
sulatuskanavassa ja pystyy vSliaikaisesti kolonisoimaan suolistoa (Goldin BR, 
Gorbach SL, Saxelin M, Barakat S, Gualtieri L, Salminen S. Survival of 
Lactobacillus species (strain GG) in human gastrointestinal tract. Dig Dis Sci 
35 1 992;37:121-128). LGG nSyttaa myos kykenevan kolonisoimaan suuonteloa 
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ainakin vallaikaisesti, silla bakteeria I6ytyi koehenkilfiiden syljesta viela 2 viikon 
ajan, kun 7 paivaa kestanyt LGG-jogurtin nauttiminen oli lopetettu (Meurman 
JH, Antila H, Salminen S. Recovery of Lactobacillus strain GG (ATCC 53103) 
from saliva of healthy volunteers after consumption of yoghurt prepared with 
5 the bacterium. Microbiol Ecol Health Dis 1994;7:295-298). LGG:ta on nykyisin 
useissa kaupallisissa hapanmaito- ja mehuvalmisteissa (Gefilus®). 

Lactobacillus casei ssp. rhamnosus LC705 on tarkemmin kuvattu Fl- 
patentissa 92498, Valio Oy. LC705 on gram-positiivinen, lyhyt, ketjuuntuva sau- 
va, se on homofermentatiivinen, heikosti proteolyyttinen, kasvaa hyvin 15-45 
10 °C:ssa, el muodosta ammoniakkia arginiinista, on katalaasi-negatiivinen, tuottaa 
MRS-liemessa (LAB M) kasvaessaan maitohappoa (1,6 %), joka on optiselta ak- 
tiivisuudeltaan L(+)-muotoa, hajottaa sitraattia (0,169 %) muodostaen diasetyylia 
ja asetoiinia, ja fermentoi ainakin seuraavia hiilihydraatteja (sokereita, sokerial- 
koholeja): riboosi, galaktoosi, D-glukoosi, D-fruktoosi, D-mannoosi, L-sorboosi, 
15 ramnoosi, mannitoli, sorbitoli, metyyli-D-glukosidi, N-asetyyliglukosamiini, amyg- 
daliini, arbutiini, eskuliini, salisiini, sellobioosi, maltoosi, laktoosi, sakkaroosi, tre- 
haloosi, melitsitoosi, gentiobioosi, D-turanoosi ja D-tagatoosi. LC705 adheroituu 
mukus-soluihin huonosti, mutta sen sijaan adheroituu kohtalaisesti epiteelisolui- 
hin. Kannan elinkyky alhaisissa pH-arvoissa seka korkeissa sappihappopitoi- 
20 suuksissa on hyva. Kanta kestaa hyvin 5 %:n suolapitoisuuksia ja kohtalaisesti 
10 %:n suolapitoisuuksia. Lactobacillus casei ssp. rhamnosus LC705 on talletettu 
talletuslaitokseen Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
GmbH (DSM) talletusnumerolla DSM 7061. 

Lactobacillus rhamnosus LC 705 kaytetaan mm. emmentaljuustojen 
25 valmistuksessa estamaan klostridien aiheuttamaa voihappokaymista. Kantaa 
kaytetaan myos elintarvikkeissa, joissa sen funktio on hiivojen ja homeiden 
kasvun esto. Biosailonnassa LC705 -kanta yhdistetaan Propionibacterium 
freudenreichii ssp. shermanii PJS:n kanssa (Fl 92498). 

Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii JS (PJS) on myos 
30 kuvattu tarkemmin Fl-patentissa 92498, Valio Oy. PJS on gram-positiivinen, lyhyt 
sauva, se fermentoi glukoosia, fruktoosia, galaktoosia ja laktoosia, fermentoi hy- 
vin laktaattia, ja sen optimikasvulampotila on 32 *C. Kannan elinkyky alhaisissa 
pH-an/oissa seka korkeissa sappihappopitoisuuksissa on erinomainen. Propioni- 
bacterium freudenreichii ssp. shermanii JS on talletettu talletuslaitokseen Deut- 
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sche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH talletusnumerolla 
DSM 7067. 

Keksinnon mukaisesti kaytettavien mikrobien lisaksi valmistettaviin 
tuotteisiin voi sisaltya muitakin mikro-organismeja, kuten esimerkiksi meijeri- 
5 teollisuudessa kaytettylhin hapatteisiin sisaltyvia mikro-organismeja ja pro- 
biootteja. Lukuisia kantoja on hyvin dokumentoitu ja kaupallisesti saatavilla 
esimerkiksi hapatevalmistajilta Hansen A/S, Tanska, ja Danisco/Wiesby 
GmbH, Saksa. 

KeksinnSn mukaista kayttoa varten mikro-organismeja kasvatetaan 
10 alalia tavanomaisia menetelmia noudattaen. Mikro-organismeja voidaan kas- 
vattaa puhdasviljelmina tai erilaisina sekaviljelmina. Viljelmia voidaan kfiyttaa 
sellaisenaan tai kasitella halutulla tavalla, esimerkiksi puhdistaa, konsentroida, 
lyofilisoida tai viimeistella erilaisiksi valmisteiksi. Keksinnon mukaisesti kay- 
tettavien mikro-organismien valmistus on kuvattu yksityiskohtaisesti mm. jul- 
15 kaisuissa Fl 92498 ja Fl 2001 01 57. 

KeksinnSn mukaisesti probiootteja kayteta§n riittava maara halutun 
hiivanestovaikutuksen aikaansaamiseksi. Kunkin probiootin maara voi siten vaih- 
della laajalla alueella riippuen mm. probioottien yhteisesta solumaarasta, paivan 
kokonaisannoksesta ja tuotteen muista ominaisuuksista ja aineosista. Yleensa 
20 yhdistelma sisaltaa probiootteja noin 1 0 6 - 1 0 10 pmy paivittaisessa annoksessa. 

KeksinnSn mukaisesti probiootit soveltuvat kaytettavaksi sellaisenaan 
tai formutoituina esimerkiksi kapselin, pilierin tai tabletin muotoon farmaseuttisten 
valmisteiden tavanomaisia valmistustapoja noudattaen. Keksinnon mukaisesti 
kaytettavat probiootit voidaan myos lisata erilaisiin nautittavaksi tarkoitettuihin 
25 tuotteisiin, kuten elintarvikkeisiin, juoma- tai makeisteollisuuden tuotteisiin, 
terveysvaikutteisiin tuotteisiin, luontaistuotteisiin jne. Edullisina kayttomuotoina 
pidetaan esilla olevan keksinnon puitteissa mainittuja probiootteja sisaMtavSt 
meijeriteollisuuden tuotteet, erityisesti juustot ja levitteet, jogurtit ja muut 
hapatetut maitotuotteet seka lastenruuat, mehut ja keitot, seka kapselit, pillerit ja 
30 tabletit. 

Lopputuotteet valmistetaan tavanomaisia menettelytapoja kayttaen, li- 
saten probiootteja joko muun valmistuksen yhteydessa tai sen jalkeen, lopputuot- 
teen viimeistelyn yhteydessa. 

Julkaisussa tarkemmin kuvatuissa kokeissa on tutkittu keksinnbn mu- 
35 kaisesti kaytettavien probioottien vaikutusta suun hiivojen estoon. Naista hiivoista 
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yleisin on Candida albicans, joka laajalti elimistossa esiintyvana ja edustavana 
hiivalajina on erittain kayttdkelpoinen myos suussa esiintyvien muiden hiivalajien 
samoin kuin muualla elimistossa esiintyvien muiden hiivalajien malliorganismina. 
Esimerkeissa esitetyt tulokset osoittavat, etta keksinnon mukaisesti kaytettavilla 

5 probiooteilla on tilastollisesti merkitseva vahentava vaikutus suun hiivojen maa- 
raan. Alustavien tulosten perusteella on ilmeista, etta keksinte soveltuu laajalti 
estamaan, vahentamaan tai hidastamaan myos muualla elimistossa, kuten 
suolistossa ja urogenitaalialueella esiintyvien hiivojen kasvua ja toimintaa. 

KeksintSa kuvataan yksityiskohtaisesti seuraavien esimerkkien avulla. 

10 Nama esimerkit annetaan vain keksinnSn valaisemiseksi eika niita pida katsoa 
sen suojapiiria mitenkaan rajoitlaviksi. 

Esimerkki 1 

Probioottien vaikutus hiivan Candida albicans esiintyvyyteen 

15 Tutkimuksen paatavoitteena oli selvittaa voidaanko probioottiyhdis- 

telmalla, joka sisaltaa laktobasilleja ja propionihappobakteereja, vahentaa hii- 
van Candida albicansin esiintyvyytta suussa. Koemateriaaliksi otettiin Emmen- 
tal-tyyppinen juusto, joka sisalsi elavia Lactobacillus rhamnosus LGG, ATCC 
531 03-, Lactobacillus rhamnosus LC705, DSM 7061 -, ja Propionibacterium 

20 freudenreichii ssp. shermanii PJS, DSM 7067 -mikrobjea. Juusto valittiin, kos- 
ka se on normaaliin ruokavalioon kuuluva tuote, jota on mieluista syoda ja 
helppo annostella tutkimuksen tarkoitusten mukaisesti. Vertailujuusto oli 
Edam-juusto, joka ei sisaltanyt kyseisia kolmea bakteerikantaa, mutta sen si- 
jaan sisalsi normaalit hapatemikrobit, jotka ovat laktokokkeja. 

25 Tutkimukseen rekrytoitiin 240 henkiloa, joiden Ika vaihteli 70:sta sa- 

taan vuoteen. 

Tutkimus toteutettiin lumekontrolloituna kaksoissokkokokeena, jossa 
oli rinnakkaiset tutkimusryhmSt. Tutkimus kesti kaikkiaan 19 viikkoa, jakautuen 
3 viikon run-in jaksoon seka 16 viikon interventioon. Koko tutkimuksen aikana 
30 probioottisia bakteereja sisaltavien elintarvikkeiden kSytto oli kiellettya. Kiellet- 
tyjen elintarvikkeiden listalla olivat mm. Emmental- ja Polar-juustot, maitorah- 
ka, seka elavia maitohappobakteereja sisaltavat hapanmaitotuotteet, probioot- 
timehut ja erilaiset kapselit ja puristeet. 

KoehenkilSt noudattivat tavanomaisia suuhygieniatottumuksia ja 
35 elintapojaan koko tutkimuksen ajan. 



13 



Interventio : Juustointerventio kesti 16 viikkoa (vk). Tana aikana puo- 
let koehenkiloista nautti paivittain 50 g.(= 6 - 7 viipaletta) probioottibakteereita 
sisaltavaS juustoa, puolet saman verran kontrollijuustoa. Juustot nautittiin 
kuumentamattomina aamuin illoin ruokailun, laakkeiden nauttimisen ja ham- 

5 paiden pesun jalkeen. Probioottijuusto sisalsi L. rhamnosus LGG'.ta 10 7 cfu/g, 
L. rhamnosus LC705Aa 10 7 cfu/g ja P. freudenreichil ssp. shermanii PJS:S§ 
10 7 cfu/g. Naiden kokonaisbakteerimaaraksi tuli siis 10 9 - 10 10 cfu/pv. 

Suun kliinlset tarkastukset : Suun tarkastukset ja sylkinaytteiden otto 
suoritettiin tutkittavien luona palvelutaloissa/vanhainkodeissa. Kliinisessa tar- 

10 kastuksessa rekisteroitiin paikatut, poistetut ja karioituneet hampaat (DMF). 
Myos parodontiumin kunto tarkastettiin ja luokiteltiin CPI-indeksilla. Mahdolliset 
suun limakalvojen muutokset rekisteroitiin (mm. infektiot, varjaymSt, haa- 
vaumat, lichenoids leesiot ja haavaumat, hyperplasia^ leukoplakia, erytroplakia 
ja muut). Kiiiniset tarkastukset tehtiin tutkimuksen alussa (0 vk) ja lopussa (16 

15 vk). 

Svlkinavtteet : Sylkinaytteet hiivojen, syljeneritysnopeuden ja pusku- 
rikapasiteetin maarittamiseksi otettiin aamuisin klo 8-11 vSlisena aikana. 
NSytteenotto pyrittiin suorittamaan samalla ihmisella aina samaan aikaan. Tut- 
kittavien oil oltava sy6matta ja pesematta hampaitaan 1 tunti ennen nayt- 
20 teenottoa. Sylkinaytteet hiivan maarittamista varten otettiin tutkimuksen alussa 
(0 vk), puolivalissa (8 vk) ja lopussa (16 vk). Syljen eritysnopeus ja puskurika- 
pasitetti maaritettiin alku- (0 vk) ja loppunaytteista (16 vk). 

Hiivojen maaritt§miseksi syljesta otettiin suun limakalvolta pumpuli- 
tikkunSyte. Hiivojen (lahinna Candida albicans) toteamiseen kaytettiin Dento- 
25 cult CA viljelymenetelmaa, jossa putkia inkuboidaan lampokaapissa 37 °C 2 
vuorokautta ja kasvu maaritellaan sen jalkeen semikvantitatiivisesti asteikolla 
0-3 (0 = ei pesakkeita, 1 = 1 - 20 pmy/liuska, 2 = 21 - 50 pmy, 3 > 50 pmy). 

Syljen eritysnopeuden maarittamiseksi mitattiin seka leposylkl etta 
stimuloitu sylki. Hyposalivaation raja-arvona leposyljelle pidetaan 0,1 ml/min, 
30 joten leposylkea kerattiin 15 min (1 ,5 ml / 15 min). Stimuloitua sylkea kerattiin 5 
minuuttia (hyposalivaation raja-arvo 3,5 ml / 5 min). 

Syljen puskurointikyky on yhteydessa eritysnopeuteen. Tasta syysta 
puskurikapasiteetti mitattiin Dentobuff-testilla. Testi tehtiin stimuloidusta syljes- 
ta, koska leposyljen puskurointikyky on aina heikko. 
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Hiivan m§ara interventiojakson paSttyessS oli tutkimuksen primaari 
vastemuuttuja. Ryhmien valista eroa hiivan esiintyvyyden ja maaran suhteen 
testattiin chi-neliotestilla. Lisaksi huomioitiin hiivan esiintyvyys tai maara base- 
line-tilanteessa ja mahdolliset demografiset tekijat (kuten ika, sukupuoli, pro- 

5 teesit) kayttamalla logistista regressioanalyysia. Myos syljen eritysnopeus ja 
puskurikapasiteetti huomioitiin talloin tarvittaessa selittavina tekijoina. Vastaa- 
valla tavalla analysoitiin korkean pitoisuuden esiintyvyys. Syljen eritysnopeu- 
dessa ja puskurikapasiteetissa tapahtuneet muutokset kuvailtiin. 

Tulokset on esitetty seuraavissa taulukoissa, joissa A on probiootti- 

10 juustoa syoneiden ryhma, B kontrolliryhma. Pesakemaara on esitetty seuraa- 
vasti: 

0 = ei pesakkeita 

1 = 1 - 20 pmy/liuska 

2 = 20 - 50 pmy/liuska 
15 3 = yli 50 pmy/liuska 

Taulukossa 1 esitetaan tutkimuksen alussa seka 8 ja 16 viikon in- 
tervention jalkeen mitatut tarkat hiivatulokset niilta henkiloilta. joilta on kaikki 
kolme mittauskertaa (ryhmassa A n = 92, ryhmassa B n = 100). Taulukossa 2 
esitetaan luokitellut hiivamaarat tutkimuksen alussa seka 8 ja 16 viikon inter- 
20 vention jalkeen niilta henkilSilta, joilta on kaikki kolme mittauskertaa (ryhmassa 
A n = 92, ryhmassa B n = 1 00). 
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Taulukko 1 

Tarkat hiivatulokset tutkimuksen alussa ja 8 viikon ja 16 viikon 
intervention jalkeen 





A 

n % 


B 

n % 


Baseline 0 
1 
2 
3 


27 29,3 
. 37 40,2 
17 18,5 
11 12,0 


30 30,0 
42 42,0 
14 14,0 
14 14,0 


8vko 0 
1 
2 
3 


32 34,8 
37 40,2 
10 10,9 
13 14,1 


37 37,0 
32 32,0 

15 15,0 

16 16,0 


16vko 0 
1 
2 
3 


35 38,0 
38 41,3 
11 12,0 
8 8,7 


33 33,0 
33 33,0 
17 17.0 
17 17,0 



Taulukko 2 

Luokitellut hiivapiitoisuudet tutkimuksen alussa ja 8 ja 16 vii- 
kon intervention jalkeen 



0 vs. 1-4 







A 




B 




n 


% 


n 


% 


Baseline 0 


27 


29,3 


30 


30,0 


1-4 


65 


70,7 


70 


70,0 


8vko 0 


32 


34,8 


37 


37,0 


1-4 


60 


65,2 


63 


63,0 


16vko 0 


35 


38,0 


33 


33,0 


1-4 


57 


62,0 


67 


67,0 


0-1 vs. 2-4 






A 




B 




n 


% 


n 


% 


Baseline 0-1 


64 


69,6 


72 


72,0 


2-4 


28 


30,4 


28 


28,0 


8 vko 0-1 


69 


75,0 


69 


69,0 


2-4 


23 


25,0 


31 


31,0 


16 vko 0-1 


73 


79,3 


66 


66,0 


i 2-4 


19 


20,7 


34 


34,0 



o u 
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0-2 vs. 3-4 





A 

n % 


B 

n % 


Baseline 0-2 
3-4 


81 88,0 
11 12,0 


86 86,0 
14 14,0 


8 vko 0-2 
3-4 


79 85,9 
13 14,1 


84 84,0 
16 16,0 


16 vko 0-2 
3-4 


84 91,3 
8 8,7 


83 83,0 
17 17,0 



RyhrnSt A ja B verrattiin toisiinsa hiivan esiintymisen suhteen 8 ja 1 6 
viikon intervention jalkeen seka suoraan etta ottamalla mahdolliset sekoittavat 
tekijat huomioon. Naita ovat ika, sukupuoli, asumismuoto, diagnoosien luku- 
maarS, lamkeiden lukumaara, BMI, syljen virtausnopeus, puskurikapasiteetti ja 
mahdollinen proteesi. Sekoittavien tekijoiden huomioon ottaminen tapahtui 
kayttaen menetelmanM askeltavaa logistista regressiota. Ryhma ja hiivan ba- 
seiine-tilanne pakotetaan malliin (block 1) ja listan sekoittavat tekijat huomioi- 
daan askeltaen (block 2; sisaanottokriteeerina p alle 0,15). Tulokset on esitetty 
seuraavissa taulukoissa, joissa taulukossa 3 esitetaan suora vertailu kohtalai- 
sen korkean hiivan esiintymisen ryhmassa, eli luokat 2 - 4, taulukossa 4 sekoit- 
tavat tekijat huomioidaan, taulukossa 5 esitetaan suora vertailu korkean hiivan 
esiintymisen ryhniass§, eli luokat 3 - 4, ja taulukossa 6 sekoittavat tekijat huo- 
mioidaan. Naissa taulukoissa lyhenne OR = odds ratio = suhteellinen riski, ris- 
kisuhde, ja lyhenne CI for OR = confidence interval odds ratio = (riskisuhteen) 
luottamusvali. 



Taulukko 3 

Kohtalaisen korkean (luokat 2-4) hiivan esiintyminen 

a^ 8 viikon laikeen 





B 


p-value 


OR 


95% CI for OR 


Ryhma A 


-0,469 


0,178 


0,625 


0,316 to 1,239 


Hiiva alussa 2-4 


2,382 


<0,0001 


10,825 


5,450 to 21 ,500 


Vakio 


-1,520 


<0,0001 







tri 16 viikon iaikeen 





B 


p-value 


OR 


95% CI for OR 


Ryhma A 


-0,946 


0,014 


0,388 


0,182 to 0,826 


Hiiva alussa 2-4 


2,244 


<0.0001 


9,4355 


4,461 to 19,957 


Vakio 


-1,390 


<0,0001 
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Taulukko 4 

Kohtalalsen korkean (luokat 2-4) hiivan esiintyminen sekoitta- 
vat tekijat huomioiden 







D 

D 


p-arvo 


UK 


yo /o kj\ Tor \jt\ 


Step 1 


Ryhma A 


-1,229 


0,0082 


0,293 


0,118 to 0,728 


Hiiva alussa 2-4 


1,911 


<0,0001 


6,757 


2,875 to 15,884 




Puskurikapasiteetti 




0,0002 








Puskurikapasiteetti (H) 


-2,318 


<0,0001 


0,098 


0,032 to 0,299 




Puskurikapasiteetti (M) 


-1,614 


0,0113 


0,199 


0,057 to 0,694 




Constant 


0,481 


0.3896 


1,617 




Step 2 


Ryhma A 


-1,378 


0,0043 


0,252 


0,098 to 0,649 


Hiiva alussa 2-4 


1,845 


<0,0001 


6,325 


2,636 to 15,178 




Puskurikapasiteetti 




0,0003 








Puskurikapasiteetti (H) 


-2,388 


<0,0001 


0,092 


0,029 to 0,290 




Puskurikapasiteetti (M) 


-1,588 


0,0152 


0,204 


0,057 to 0,737 




Proteesi (status 1) 


1,117 


0,0390 


3,057 


1,058 to 8,831 




Constant 


-0,246 


0,7165 


0,782 





Taulukko 5 

Korkean (luokat 3-4) hiivan esiintyminen 

a^> 8 viikon ialkeen 





B 


p-value 


OR 


95% CI for OR 


Ryhma A 


0,029 


0,956 


1,029 


0,373 to 2,837 


Hiiva alussa 3-4 


4,022 


<0,0001 


55,8 


18,7 to 166,8 


Vakio 


-2,782 


<0,0001 







b) 1 6 viikon ialkeen 





B 


p-value 


OR 


95% CI for OR 


Ryhma A 


-0,824 


0,098 


0,439 


0,1 65 to 1,164 


Hiiva alussa 3-4 


2,420 


0,0001 


11,244 


4,186 to 30,208 


Vakio 


-2,142 


<0,0001 
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Taulukko 6 

Korkean (luokat 3-4) hiivan esiintyminen sekoittavat tekijat 
huomioiden 







B 


p-arvo 


OR 


95% CI for OR 


Step 1 


Ryhma A 


-1,067 


0,0657 | 


0,344 


0,110 to 1,072 


Hiiva alussa 3-4 


2,221 


0,0003 


9,216 


2,798 to 30,359 




Puskurikapasiteetti 




0,0370 








Puskurikapasiteetti (H) 


-1,629 


0,0142 


0,196 


0,053 to 0,721 




Puskurikapasiteetti (M) 


-0,551 


0,4525 


0,576 


0,137 to 2,428 




Vakio 


0,982 


0,1136 


0,375 




Step 2 


Ryhma A 


-1,213 


0,0437 


0,297 


0,091 to 0,966 


Hiiva alussa 3-4 


2,300 


0,0002 


9,974 


2,979 to 33,396 




Puskurikapasiteetti 




0,0238 




0,043 to 0,624 S 




Puskurikapasiteetti (H) 


-1,807 


0,0080 


0,164 




Puskurikapasiteetti (M) 


-0,726 


0,3339 


0,484 


0,111 to 2,109 




Naissukupoivi 


-0,956 


0,0991 


0,385 


0,124 to 1,197 




Vakio 


-0,154 


0,8452 


0,857 




Step 3 


Ryhma A 


-1,475 


0,0222 


0,229 


0,065 to 0,810 


Hiiva alussa 3-4 


2,213 


0,0004 


9,145 


2,704 to 30,924 




Puskurikapasiteetti 




0,0256 




0,040 to 0,625 




Puskurikapasiteetti (H) 


-1,846 


0,0086 


0,158 




Puskurikapasiteetti (M) 


-0.781 


0,3151 


0,458 


0,100 to 2,101 




Naissukupoivi 


-1,371 


0,0305 


0,254 


0.073 to 0,879 




Proteesi (status 1 ) 


1,274 


0,1003 


3,576 


0,782 to 16,350 




Vakio 


-0,713 


0,4344 


0,490 
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Tulokset osoittavat, etta ikSantyminen, proteesien kaytto seka syljen 
eritysnopeuden vaheneminen olivat selkeasti yhteydessa HsaantyneeSeen hii- 
vamaaraan. LShtotilan hiivojen maara oli puolestaan vahaisempi, mikaii tutkit- 
tava ilmoitti-ennen tutkimuksen aloittamista kayttaneensa maitohappobaktee- 

5 reita sisaitavia tuotteita saannollisesti. 

Tarkasteltaessa pelkkia hiivatuloksia, ilman etta sekoittavia tekijoita 
otetaan huomioon, nahdaan, etta probioottiryhmassa hiivamaaran lasku oli 
runsaampaa kuin kontrolliryhmassa. Riippumatta siita tarkastellaanko hiivan 
esiintyvyytta (1-4), kohtalaisen hiivan esiintyvyytta (2-4), tai korkeiden hiivojen 

10 esiintyvyytta (3-4) huomataan, etta probioottiryhmaiaisten osuus pienenee 
naissa ryhmissa intervention edetessa. Kontrolliryhmaiaisten osuudet naissa 
ryhmissa eivat puolestaan muutu nain selkeasti. Korkeamman hiivamaaran 
ryhmissa tutkittavien osuus nayttaa kontrolliryhmassa jopa kasvavan. 

Kun sekoittavia tekijoita huomioidaan, havaitaan probiootti-inter- 

15 vention pienentavan tilastollisesti merkitsevasti seka kohtalaisen korkean (2-4) 
etta korkean (3-4) hiivamaaran esiintyvyytta kontrolliryhmaan verrattuna. 

Tulokset osoittavat siten, etta kayttamaiia juustoa, joka sisaisi edelia 
mainitut probiootit, saatiin aikaan merkitseva pieneneminen hiivojen maaraan. 
Esilia oleva keksinto on siten kayttokelpoinen hiivojen estoon keksinnon tavoit- 

20 teiden mukaisesti. 



• o o 
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Patenttivaatimukset 

1. Mikrobien Lactobacillus rhamnosus LGG, ATCC 53103, Lactobacil- 
lus rhamnosus LC705, DSM 7061, ja Propionibacterium freudenreichii ssp. 
shermanii PJS, DSM 7067, kayttS valmistettaessa hiivan estoon tarkoitettua tuo- 
tetta. 

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen mikrobien kaytto, tunnettu 
siita, etta valmistetaan elintarviketeollisuuden tai laaketeollisuuden tuotetta, ter- 
veysvaikutteista tuotetta tai luontaistuotteita. 

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen mikrobien kayttS, tunnettu 
siita, etta valmistetaan elintarviketuotetta. 

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen mikrobien kayttS, tunnettu 
siita, etta valmistetaan maitotuotetta, edullisesti juustoa. 

5. Jonkin patenttivaatimuksen 1-4 mukainen mikrobien kaytto, 
tunnettu siita, etta valmistuksessa kaytetaan lisaksi muita, tavanomaisia 
(hapate)bakteereita. 

6. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 5 mukainen mikrobien kayttS, 
tunnettu siita, etta muodostetaan mikrobeja sisaltava yksikkoannosmuoto. 

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen mikrobien kaytto, tunnettu 
siita, etta annosmuoto on suun kautta nautittava valmiste. 

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen mikrobien kaytta, tunnettu 
siita, etta annosmuoto on kapseli tai tabletti, joka mikrobien lisaksi sisaitaa ksyli- 
tolia. 

9. Menetelma hiivojen kasvun estamiseksi ja hiivojen aiheuttamien 
oireiden lievittamiseksi elaimessa tai ihmisessa, joka menetelma kasittaa mik- 
robien Lactobacillus rhamnosus LGG, ATCC 53103, Lactobacillus casei ssp. 
rhamnosus LC705, DSM 7061 , ja Propionibacterium freudenreichii ssp. sher- 
manii PJS, DSM 7061, antamisen niita tarvitsevalle yksilSlle riittava maara halu- 
tun vaikutuksen aikaansaamiseksi. 




(57) Tiivistelma 

Keksinto liittyy mikrobien Lactobacillus rhamno- 
sus LGG, ATCC 53103, Lactobacillus rhamnosus 
LC705, DSM 7061 , ja Propionibactehum freucfen- 
reichii ssp. shermanii PJS, DSM 7067, kayttoon 
hiivan kasvun estamiseksi, hiivan aiheuttamien 
tautien ennaltaehkaisemiseksi ja hoitamiseksi, ja 
hiivan aiheuttamien oireiden lievittamiseksi elai- 
messa tai ihmisessa. 



(57) Sammandrag 

Uppfinningen avser anvandning av mikroberna 
Lactobacillus rhamnosus LGG, ATCC 53103, 
Lactobacillus rhamnosus LC705, DSM 7061 och 
Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii PJS, 
DSM 7067 for att forhindra tillvaxt av jast, for att 
forebygga och behandla sjukdomar fororsakade av jast 
och f6r att lindra symptom fororsakade av jast i djur 
eller manniska. 



